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よって評価することで、胎齢 14.5 日以降のマウス胎仔において、骨周囲の筋組織に c-
Kit(+)細胞が局在する事象が観察された。 
そこで、胎仔肝臓から骨髄への homing 過程で造血細胞が一時的に筋組織に局在すると
仮説を立て、その性状解析と homing 制御機構を解明することを目的とした。 
 
【対象と方法】 
 解析には胎齢 14.5-19.5 日の C57BL/6 マウス胎仔、12-16 週齢の成体マウス、及び胎齢
14.5-16.5 日の EGFP トランスジェニック(Tg)マウス胎仔を使用した。 
造血細胞の局在・動態解析 
 胎生中期以降における造血細胞の局在を評価するため、胎齢 14.5-19.5 日の胎仔大腿
を用いて c-Kit の免疫染色を行った。また、大腿骨骨髄・筋組織より細胞を調整し、






細胞(B 細胞誘導)、及び OP9-delta 細胞(T 細胞誘導)との共培養にて評価した。 
 
CD45(+)c-Kit(+)細胞の homing の解析 
 胎仔肝臓由来の造血細胞が骨髄へ移行する前に筋組織に存在することを確認するた
め、EGFP Tg マウス胎仔より採取した EGFP(+)CD45(+)c-Kit(+)ドナー細胞を、exo-utero 
surgery 法にて C57BL/6 マウスの胎仔肝臓あるいは筋組織に移植し、移植 24－72 時間後
に筋組織・骨髄を回収して、移植部位より移行した EGFP 陽性細胞を検出した。 
 
【結果】 





筋組織 CD45(+)c-Kit(+)細胞は、造血関連遺伝子の中でも特に高い Gata2 の発現で特徴
付けられ、その値は胎仔肝臓・骨髄の造血細胞よりも高値であった。細胞増殖状態の指





























本論文では、骨髄造血が開始される前の骨周囲の筋組織に CD45(+) c-Kit(+) 細胞が存在
し、造血細胞の性質を示すことを、コロニー形成試験や免疫染色などの手法を用いて明ら
かにした。また、筋組織 CD45(+) c-Kit(+) 細胞が胎仔肝臓に由来し、筋組織から骨髄へ










て明らかにされた。また、exo-utero surgery 法を応用することによって in vivo にお
ける細胞の追跡を可能にしており、筋組織の造血細胞が胎仔肝臓に由来し、さらには筋組

































Q2 ：筋肉に homing や migration する機序としては、どう考えているか？ 
A2 ：筋組織の細胞を用いて micro array  解析を行っており、少なくとも遺伝子発現レ
ベルで、chemokine、あるいはその受容体の発現があることはわかっております。 
 
Q3 ：筋組織で SDF-1 のようなものは発現しているか？ 





Q5 ：造血幹細胞に Gata2 だけを強発現させると、普通はどのように分化が進むのか？ 






Q6 ：Gata2 を強発現すると、Erythroid の方に分化が進むということはないのか？ 
A6 ：Erythroid への分化は、GATA2 と GATA1 という二つの転写因子のバランスで制御さ
れておりまして、GATA1 が高くなると Erythroid への分化が進むと言われている















Q9 ：Whole mount のような形で切った場合、脾臓など他の部位に c-Kit(+) 細胞はみら
れなかったのか？ 
A9 ：同じ時期で言いますと、胎仔肝臓、また脾臓にも c-Kit(+) 細胞が存在することを
確認しています。 
 
Q10：EGFP のプロモーター領域は何か？また、 negative selection をした時にも同じデ
ータが得られるか？ 
A10：プロモーターは β-actin です。また、同様の結果が得られると考えられます。 
 
Q11：Q trace、あるいは他の Dye を使ったような実験は Figure に入っていないのか？ 
A11：Figure には入っておりません。EGFP 陽性の胎仔とそうでない wild type の胎仔を
同じ時に得ることが難しい点があり、EGFP 陽性の細胞が得られなかった場合に、
wild type の細胞を Q tracker で染色しまして、それを移植に用いております。
また、解析結果を要約した表には Q tracker を使った実験の結果も含まれており
ます。 




Q13：遺伝子発現解析用の細胞で、筋組織だけ F4/80 の negative selection をかけてい
るが、これは macrophage を外したいという意図か？ 
A13：同じ時期の胎仔肝臓と筋組織の細胞を CD45・c-Kit だけで染色した場合、筋組織の
方だけに F4/80(+) 細胞がかなり含まれていることがわかりました。そのため、よ
り造血系に近い細胞だけで解析するという目的で F4/80(+) 細胞を外しております。
また、胎仔肝臓と骨髄の細胞には、ほとんど F4/80(+) 細胞が含まれていないこと
を確認しております。 
 
Q14：ホーミングに関して造血細胞側の因子は解析しているが、筋肉側の因子に関しての
考察はどうか？ 
A14：解析はできておりませんが、筋組織のマーカーとして知られているものもあります
ので、今後、免疫染色などで解析したいと考えております。 
 
Q15：筋組織への homing が起こる理由として、どのようなことが関係すると考えている
か？ 
A15：他の組織の場合ですと、移動してそこで増殖する、休止状態になるように制御され
るなど、それぞれの目的が文献上でも報告されておりますが、筋組織にいる意義に
関して、今のところ説明できる結果はありません。ただ、筋組織にいることで、骨
髄に入るまでの準備期間としてその性質を変えているのではないかと考えており
ます。 
 
Q16：筋肉固有の因子が発生している可能性はあると思うか？ 
A16：その可能性はあると思いますが、現時点の結果では説明ができません。 
 
Q17：筋肉から骨髄への移動は直接的なのか、あるいは間接的にどこかを回って入ってい
るのか？ 
A17：直接的に血流などを介して入っている可能性はあると考えられます。 
 
Q18：左脚の筋肉に移植して、右足の骨髄を観察したりしているか？ 
A18：両脚と上肢の解析を行っておりますが、例えば、左脚に EGFP(+) 細胞を移植して右
で観察されることもあれば、胎仔によっては観察されない場合もありました。 
 
Q19：左脚に移植した時に左側の太腿でよく観察される、といった傾向は無いのか？ 
A19：検出された細胞の頻度が低いため、多い・少ないという評価が難しいところがあり
ます。表に観察された細胞数を示しておりますが、両脚を解析して 4 細胞などです。
また、組織を全てスライスして解析しておりますが、途中で見落としがないという
こともできませんので、解析方法として制限されている点もあると考えられます。 
 
Q20：胎仔肝臓に homing した造血幹細胞が途中から出ていく理由はわかっているのか？
また、造血にふさわしい環境が残っていれば、肝臓に残っていてもおかしくないの
か？ 
A20：理由として、肝臓としての分化・成熟が進んでしまうという点があります。元々肝臓
が造血の組織であるのは胎仔期のみで、成体では肝臓は別の機能を持っている部分
になりますので、胎仔が成長するにつれて造血以外が主な機能の組織に変化すると
言われています。また、肝臓の環境が造血細胞には適さなくなってくるために移動
していくと説明されることもあります。 
 
Q21：共染色した際に、c-Kit(+) 細胞が血管の管腔にはまっている像などは観察されたの
か？また、細胞が筋肉の組織の繊維素の中にいる、筋繊維束の辺縁にいる、などの
分布の傾向はあるか？ 
A21：明らかに細胞が管腔に入っているという像は観察されていません。また、c-Kit(+) 
細胞は全体的に分布しておりました。解析の際に、 CD31 という血管内皮のマーカ
ーでも染色しておりまして、この部位は管腔の構造をしていると思いますが、その
近くに c-Kit(+)細胞が多く存在するような傾向はみられませんでした。 
 
Q22：細胞が移行する際の経路に関して、直接 migrate しているのか、何か脈管を通って
いるのかなどの解析はどうか？ 
A22：一つの方法といたしましては、血管の形成を阻害するような薬剤を用いることで、
もし移動した細胞が減っていれば、血管を経由している可能性があるということは
できるかと思います。 
 
本論文の内容の斬新さ、重要性、実験方法の正確性、表現の明瞭性、及び質疑応答の結
果を踏まえ、審査員で協議した結果、申請者は学位授与に値すると評価された。 
 
